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Description 

[0001] La presente invention a pour objet un dispositif pour le dosage d'haptenes ou d'anticorps anti-haptene, et son 
utilisation. 

s [0002] Les haptenes sont de petites molecules non immunogenes, c'est a dire incapables par elles memes de pro- 
mouvoir une reaction immunitaire parformation d'anticorps, mais capables d'etre reconnues pardes anticorps obtenus 
par immunisation d'animaux dans des conditions connues, en particulier par immunisation avec un conjugue haptene- 
proteine. 

[0003] Diverses techniques ont 6te proposees pour le dosage d'haptenes dans un echantillon, parmi lesquelles les 

10 techniques drtes de competition. Par exemple : des auteurs ont decrit une technique de competition en phase antigene, 
dans laquelle un haptene, qui est identique k I'haptene k doser, et qui est fixe sur une phase solide, entre en competition 
avec I'haptene de Pechantillon pour sa liaison avec un anticorps specifique marque introduit en quantite definie. Cette 
technique a ete decrite par exemple pour le dosage de la thyroxine, du Cortisol et de la testosterone (voir notamment 
les demandes de brevet EP 089806 et WO 83/03306). 

is [0004] Toutefois, en raison de leur petite taille, il est impossible d'adsorber directement les haptenes sur une phase 
solide constitute d'un materiau polymere tout en conservant la disponibilite vis-a-vis du site de liaison d'un anticorps 
specifique. Ainsi dans les techniques conventionnelles (voir notamment Clinica Chemica Acta, 162 (1987) 199-206 
Elsevier) I'haptene est greffe sur un ligand proteique ou polypeptidique en vue de son immobilisation sur une phase 
solide. Cette technique presente cependant un inconvenient important inherent a la non-immunogenicite des haptenes. 

20 En effet, la production d'anticorps anti-haptenes necessite Pimmunisation d'un animal contre des haptenes couples a 
des protein es ou k des polypeptides, de facon a les rendre immunogenes, et les anticorps anti-haptenes produits en 
reponse peuvent interferer par reactions croisees avec des proteines ou polypeptides auxquels est couple Thaptene 
pour sa fixation sur une phase solide. Par ailleurs, Tacces de Panticorps a I'haptene fixe sur le support peut etre gene 
par des phenomenes de reorganisation intramoleculaire des proteines ou des polypeptides dans certaines conditions 

25 physico-chimiques, ce qui peut introduire des erreurs significatives dans la precision d'un test. 

[0005] Aussi, la presente invention a pour objet un support approprie pour le dosage des haptenes qui pallie les 
inconvenients sus-mentionnes et qui permet en outre de controler le nombre d'haptenes immobilises sur la phase 
solide et done de realiser un veritable dosage quantitatif . En outre, ('invention foumit un support permettant une meilleu- 
re orientation des haptenes immobilises et done une accessibility accrue de ceux-ci pour leur liaison avec des anticorps 

30 |ors des dosages. 

[0006] On a en effet decouvert que, de facon surprenante, il est possible de remedier aux inconvenients precites en 
utilisant comme intermediaire de fixation un fragment d'acide nucleique. 

[0007] [.'invention a done pour objet un dispositif pour le dosage d'un haptene, comprenant un support solide et un 
reactif lie de facon covalente k un ligand pour former un conjugue permettant d'immobiliser ledit reactif sur ledit support 
35 solide, ledit reactif etant reconnu par des anticorps capables de reconnaitre ledit haptene, caracterise par le fait que 
ledit ligand est un fragment d'acide nucleique. 

[0008] On comprend que le reactif peut etre soit I'haptene a doser sort un compose ayant une analogie immunolo- 
gique suffisante avec ledit haptene pour que des anticorps reconnaissant I'un reconnaissent egalement Pautre. 
[0009] Le terme haptene designe la molecule a doser ou un analogue capable de reagir avec un anticorps specifique 
40 de la molecule a doser. 

[0010] Par exemple, les haptenes peuvent etre des peptides, des peptides glycosyles, des metabolites, des vrtami- 
nes, des hormones, des prostaglandines, des toxines, ou divers medicaments. 
[0011] L'haptene peut etre choisi par exemple parmi : 

45 - un peptide glycosyle tel que la sequence N-terminale de la sous-unite beta de I'hemoglobine humaine ; 

les hormones thyroTdiennes notamment la thyroxine, la triiodothyronine ; les hormones steroTdiennes notamment 
les oestrogenes tels que I'estriol et I'estradiol, les androgenes tels que la testosterone, les progestatifs tels que la 
progesterone, les glucocorticoides tels que la 1 1 -deoxycorticosterone et le Cortisol; les catecholamines telles que 
I'adreYialine, la noradrenaline, la dopamine ; 

50 - les vitamines A, B comme la B12, C, D, E et K, Pacide folique, la biotine, la thiamine ; 

les nucleosides et nucleotides comme ['adenosine di- ou triphosphate (ADP et ATP), la flavine mononucleotide 
(FMN), la nicotinamide adenine dinucleotide (NAD), son derive phosphate (NADP), la thymidine, la guanosine et 
I'adenosine ; 

des medicaments tels que la digoxine, ladigitoxigenine, ladigitoxine, la digoxigenine ; les antibiotiques notamment 
55 les aminoglycosides, la gentamicine, la tobramycine, I'amikacine, la sisomicine : la kanamycine, la netilmicine, la 

penicilline, la tetracycline, la terramycine (nom commercial) ; ou le phenobarbital, la primidone, I'ethosuximide, la 
carbamazepine, le valproate, la theophylline, lacafeine, le propanolol, le procainamide, laquinidine, Tamitriptyline, 
la desipramine, le disopyramide, etc. ; 
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les toxines cornme Palphatoxine, la toxine du cholera, Penterotoxine B du staphylocoque et analogues. 

[0012] Le produit resultant du couplage covalent ligand-reactif est appele ci-apres "conjugue". 

[0013] Selon un mode de realisation de Pinvention, le conjugue est immobilise sur le support solide directement par 

s adsorption passive ou fixation par covalence du fragment d'acide nucleique du conjugue. 

[0014] Selon un autre mode de realisation, le conjugue est immobilise sur le support solide par Pintermediaire d'un 
anti-conjugue, lui-meme immobilise ou immobilisable sur le support solide par covalence ou par adsorption passive, 
Panti-conjugue etant un agent permettant ('immobilisation du conjugue par interaction avec le fragment d'acide nuclei- 
que du conjugue ou par interaction avec I'haptene et avec un groupement present a la jonction du fragment d'acide 

10 nucleique et de Phaptene. 

[0015] L'anti-conjugue peut etre par exemple un second fragment d'acide nucleique capable de s'hybrider avec le 
fragment cfacide nucleique du conjugue. 

[0016] Dans un autre mode de realisation de Pinvention, Panti-conjugue est un anticorps ou un fragment d'anticorps 
dirige contre le fragment d'acide nucleique du conjugue. 

is [0017] Selon un autre mode de realisation de Pinvention, Panti-conjugue est une proteine susceptible de se lier di- 
rectement ou indirectement au fragment d'acide nucleique du conjugue dans des conditions predetermines. 
[0018] Le fragment cfacide nucleique est choisi notamment dans le groupe consistant en un fragment d'ADN ou 
d'ARN naturel ou de synthese, ou un desoxyribonucleotide ou un ribonucleotide, ou un desoxyribonucleoside ou un 
ribonucleoside. Ce fragment d'acide nucleique peut etre simple brin, double brin, ou partiellement double brin. De 

20 preference, on utilise un fragment simple brin. 

[0019] Le fragment cfacide nucleique est un oligodesoxyribonucleotide ou un oligoribonucleotide comprenant par 
exemple de 2 a 100 nucleotides, en particulier de 10 k 50 nucleotides. 

[0020] Le fragment d'acide nucleique peut en outre presenter une ou plusieurs bases modifiees ou etre compose 
uniquement de bases modifiees naturelles telles que la ceto-6-purine, la xanthine, la methyl-5-cytosine, Pamino-2-pu- 

25 rine ou non naturelles telles que la thioguanine ou l'oxo-8-guanine. Le fragment d'acide nucleique peut presenter un 
ou plusieurs ou etre compose uniquement de nucleosides modifies sur la partie osidique tel que des carbonucleosides 
ou presenter des modifications au niveau du squelette phosphodiester tel que des groupements phosphorothioates. 
De meme il peut presenter une ou plusieurs modifications ou etre uniquement compose de nucleosides d'anomerie 
alpha ou beta ou d'isomeres de la serie D ou L ; tous ces elements pouvant etre pris independamment ou en combi- 

30 naison. 

[0021] Le terme "support solide" tel qu'utilise ici incluttous les materiaux polymeres sur lesquels peut etre immobilise 
un fragment d'acide nucleique pour une utilisatbn dans des tests diagnostiques. Des materiaux naturels, de synthese, 
modifies ou non chimiquement peuvent etre utilises comme support solide, notamment des polysaccharides tels que 
les materiaux de cellulose, par exemple du papier, des derives de cellulose tels que I'acetate de cellulose et la 
35 nitrocellulose ; des polymeres tels que le polychbrure de vinyle, le polyethylene, les polystyrenes, les poiyamides, les 
polyacrylates, les polyurethanes, les polycarbonates, les polytetrachloroethylenes, ou des copolymeres tels que les 
polymeres chlorure de vinyle- propylene, chlorure de vinyle- acetate de vinyle, les copolymeres a base de styrene ou 
de derives substitues du styrene s et des fibres synthetiques telles que le nylon. 

[0022] Le materiau polymere est notamment un copolymere chlorure de vinyle/acetate de vinyle, chlorure de vinyle/ 
40 propylene, ou un copolymere de styrene tel qu'un copolymere butadiene-styrene ; ou un copolymere butadiene-styrene 
en melange avec un ou plusieurs polymeres ou copolymeres choisi parmi le polystyrene, les copolymeres styrene- 
acrylonitrile ou styrene-methylmetacrylate de methyle, les polypropylenes, les polycarbonates ou analogues. Avanta- 
geusement, le support solide de la presente invention est un polystyrene ou un copolymere a base de styrene com- 
prenant entre environ 10 et 90 % en poids de motifs styrene. 
45 [0023] Le dispositif selon Pinvention peut se presenter notamment sous la forme d'une plaque de microtitration, d'une 
feuille, d'un cone, d'un tube, d'un puits, de billes, de particules, de latex ou analogue. 

[0024] Le terme "latex" designe une dispersion aqueuse colloTdale d'un polymere quelconque insoluble dans I'eau. 
[0025] La presente invention necessite la preparation de fragments d'acide nucleique conjugues a une ou plusieurs 
molecules d'haptene par Pintermediaire d'une liaison covalente. Cette liaison covalente peut etre etabiie en suivant 
50 des approches directes ou indirectes. Ces techniques permettent d'obtenir une molecule composite modifiee de facon 
parfaitement connue quant a la position et au degre de substitution. 

[0026] Par approche directe, on entend le couplage en synthese automatique de I'haptene additionne comme un 
nucleotide au cours de la synthese c'est-a-dire en position 5' et/ou 3' ou en toute autre position dans la chaine. Ceci 
necessite la preparation d'un derive utilisable en synthese automatique, par exemple, un derive phosphoramidite, H- 
55 phosphonate ou phosphotriester de Phaptene ou d'un nucleotide substitue par I'haptene sur la base ou sur la partie 
osidique. De meme I'haptene peut etre introduit au cours de la synthese sur les phosphores intemucleotidiques par 
phosphoramidation oxydative. 

[0027] Deux voies sont envisagees pour les approches indirectes : 
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[0028] La premiere necessite, de fa9on connue en soi, I'introduction sur les deux partenaires, c'est a dire sur le 
fragment d'acide nucleique et sur Phaptene, respectivement, des fonctions reactives Tune par rapport a I'autre. A titre 
d'exemple une fonction amine primaire portee par Tun des partenaires reagira avec Tester N-hydroxysuccinimique de 
I'autre partenaire, de meme une fonction thiol reagira sur un groupement maleimide, pyridyidisulfure ou halogenoalkyle 
5 et un phosphorothioate reagira avec un halogenoalkyle. 

[0029] La deuxieme voie implique I'introduction sur le fragment d'acide nucleique et sur I'haptene de fonctions ayant 
des reacttvites specifiques, mais ces fonctions ne sont pas reactives directement I'une par rapport a I'autre. La liaison 
s'etablit par i'intermediaire d'un agent de couplage. 

[0030] Le terme agent de couplage tel qu'utilise ici designe une molecule contenant au moins deux extremites ou 
10 groupements reactifs de meme nature ou de nature differente (agent de couplage homobifonctionnel ou heterobifonc- 
tionnel). 

[0031] A titre d'exemple, une fonction amine primaire et une fonction acide carboxylique peuvent former une liaison 
amide en presence d'un carbodiimide, deux fonctions amines primaires seront couplees en presence de phenylene- 
1 ,4-diisothiocyanate ou de disuccinimidylsuberate. 

75 [0032] Les fonctions reactives introduites sur le fragment d'acide nucleique peuvent etre choisies notamment parmi 
les groupements amine, hydrazinoyle, hydrazonoyle, iminoyle, azidoyle, triazenoyle, triazanoyle, amide eventuelle- 
ment substituee, semicarbazonoyle, aldehydyle, alkylthiol, arylthiol.carbamoyle, carboxyle, cyanoyle, halogenoalkyle, 
hydroxyle, N-hydroxysuccinimidyle, maleimide, phosphate, phosphorodithioate, phosphite, phosphonate ! phosphoro- 
thioate, pyridyidisulfure, sulfamoyle, thiophosphate. 

20 [0033] Lesdites fonctions reactives introduites (ou eventuellement dej§ presentes) sur I'haptene peuvent etre choi- 
sies a titre d'exemple parmi les groupements amine, hydrazinoyle, hydrazonoyle, iminoyle, azidoyle, triazenoyle, tria- 
zanoyle, amide eventuellement substituee, semicarbazonoyie, aidehydyie, aikyiihioi, aryithiol.caf barney !e, carboxyle, 
cyanoyle, halogenoalkyle, hydroxyle, N-hydroxysuccinimidyle, maleimide, phosphate, phosphorodithioate, phosphite, 
phosphonate, phosphorothioate, pyridyidisulfure, sulfamoyle, thiophosphate. 

25 [0034] L'introduction de ces fonctions reactives (et par consequent le greffage ulterieur de I'haptene) sur les frag- 
ments d'acide nucleique peut s'effectuer en n'importe quelle position de la chaTne en utilisant par exemple des reactifs 
synthetises selon des methodes connues ou disponibles dans le commerce. A titre d'exemple les modifications peuvent 
etre realisees en position 5' par emploi d'un reactif type Aminolink II (Applied Biosystems ref. 400808) ; en position 3' 
par utilisation d'une phase solide telle que celle vendue par la societe Clontech Lab Inc sous la reference 5221, ou 

30 celle decrite par Reed et al. (1991) Bbconjugate Chera, 2,217-225 ; sur les bases nucleiques (Glen Research ref. 
1 0 1 039) ; sur la partie osidique par modification de la partie osidique en utilisant par exemple un ribof uranose substitue 
en position 2' a la place d'un desoxy-2'-ribof uranose (Yamana et al. (1991) Tetrahedron Lett., 32, 6347-6350), ou en 
substituant un nucleoside par un compose alkylamine (Clontech Lab Inc ref 5203) ou encore par substitution d'un 
phosphate intemucleotique selon desprotocolesdecritsparFroehleretal., (1988) Nucl. Acids Res., 16, 11,4831 -4839.; 

35 Conway et McLaughlin (1991) Bioconjugate Chem., 2, 452-457 ; Letsinger et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
86,6553-6556. 

[0035] De meme, si necessaire la modification de I'haptene pour I'introduction d'une fonction reactive peut etre rea- 
lisee en toute position appropriee de la molecule d'haptene. Un exemple de modification est donne dans "Preparation 
of antigenic steroid-protein conjugate", F. Kohen et al., dans Steroid immunoassay, Proceedings of the fifth tenovus 
40 workshop, Cardiff, Avril 1974, ed. EHD Cameron, SH. Hillier, K. Griffiths. 

[0036] La fixation du conjugue fragment d'acide nucleique-haptene sur la phase solide peut etre r^alisee de maniere 
directe ou indirecte. 

[0037] De maniere directe, deux approches sont possibles : soit par adsorption du conjugue sur le support solide, 
c'est a dire par des liaisons non covalentes (principalement de type hydrogene, Van der Walls ou ionique), soit par 
45 etablissement de liaisons covalentes entre le conjugue et le support. 

[0038] De maniere indirecte, on peut fixer prealablement (par adsorption ou covalence) sur le support solide un 
compose anti-conjugue capable cfinteragir avec le fragment cfacide nucleique du conjugue de facon a immobiliser 
('ensemble sur le support solide. 

[0039] A titre d'exemple, ce compose anti-conjugue peut etre : un anticorps anti-fragment d'acide nucleique tel que 
so decrit par P. CROS et al. (monoclonal antibodies to alpha deoxyribonucleotides, (1993), NAMA conference, poster 
4-37) ; un fragment d'acide nucleique ayant une sequence au moins partiellement complementaire du fragment d'acide 
nucleique du conjugue ; une proteine fixant specifiquement le fragment d'acide nucleique simple brin du conjugue telle 
que la proteine de liaison simple brin de E.coli ou la proteine codee par le gene 32 du bacteriophage T4 ; un systeme 
ligand-recepteur, par exemple en greffant sur le fragment d'acide nucleique une molecule telle qu'une vitamine et en 
55 immobilisant sur la phase solide le recepteur correspondant (par exemple le systeme bbtine- streptavidine) ; une 
proteine se fixant sur une sequence specifique couramment appelee promoteur, comme les ARN polymerases et 
notamment les ARN polymerases phagiques telles que les 17, T3, SP6 ARN polymerases. 

[0040] Le dispositif selon I'invention est utilisable pour effectuer un dosage cfhaptenes par competition dans un 
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Echantillon, notamment un fluide biologique, dans lequel le reactif immobilise entre en competition avec Phaptfene de 
I'echantillon pour sa liaison k un anticorps specifique introduit dans des proportions predetermines. On revele la 
presence de Panticorps specifique fixe sur le support solide par les methodes usuelles. Par exemple I'anticorps spe- 
cifique est marque par tout marqueur approprie, ou bien le complexe immun (haptene immobilise/anticorps anti-hap- 
5 tene) fixe sur le support solide, susceptible d'etre forme, est revele par rutilisation d'un anticorps anti-complexe marque 
par tout marqueur approprie. De preference, I'anticorps anti-complexe est un anticorps dirige contre I'anticorps du 
complexe forme. 

[0041] L'invention a egalement pour objet un precede de dosage d'un haptene dans un echantillon liquide caracterise 
par le fait : 

10 

que Ton ajoute audit echantillon une quantite predeterminee d'anticorps capables de reconnaltre ledit haptene ; 
- que Ton met en contact I'echantillon avec le dispositif tel que decrit precedemment ; 
que Ton evalue la quantite d'anticorps fixe sur le support solide ; 

et que Ton en deduit, selon les methodes connues la quantite d'haptenes presente dans i'echantillon. 

75 

[0042] Ce procede est mis en oeuvre selon des techniques connues en soi. Bien entendu, les deux premieres etapes 
peuvent etre realisees dans un ordre quelconque. On evalue la quantite d'anticorps fixe apres un temps d'incubation 
approprie. 

[0043] On peut par exemple determiner la quantite d'haptene a I'aide cfune courbe-elaion, obtenue par etalonnage 
20 du dispositif a I'aide d'echantillons contenant diverses quantites connues de Phaptene, et permettant d'etablir la cor- 
relation cr.trc !a quantite d'anticorps fixe et la quantite d'haptenes correspondante. 

[0044] Le dispositif de l'invention peut egalement servir au dosage d'anticorps anti-haptene dans un echantiiion. 
Pour cela, on peut, selon un mode de realisation particulier, mettre I'echantillon en contact avec le dispositif, puis 
reveler, selon les methodes connues, la presence eventuelle d'anticorps anti-haptene fixes. On peut effectuer la re- 

25 velation par exemple a I'aide d'anticorps marques diriges contre le fragment Fc des anticorps de Pespece dont sont 
issus les anticorps anti-haptene recherches. Selon un autre mode de realisation, on peut operer par competition en 
ajoutant a I'echantillon une quantite connue d'anticorps anti-haptene marques et en determinant la quantite d'anticorps 
marques fixes. Par comparaison avec une courbe d'etalonnage etablie prealablement, on peut en deduire la quantite 
d'anticorps anti-haptene presents a I'origine dans I'echantillon. 

30 [0045] On va maintenant donner, a titre d'illustration, des exemples de preparation du dispositif selon ('invention ainsi 
que des exemples d'utilisation dudit support. Dans ces exemples, I'expression "speed vac" designe un concentrateur- 
lyophilisateur rotatif. 

EXEMPLE 1 : Synthese d'oliponucleotides pourle coupiage sur haptene : 

35 

[0046] Les oligonucleotides sont synthetises sur un appareil automatique 394 de la societe APPLIED BIOSYSTEMS 
en utilisant la chimie des phosphoramidites selon le protocole du constructeur. Pour permettre le coupiage de I'oligo- 
nucleotide a un haptene sur une position bien determinee, des fonctions reactives sont introduces sur les oligonucleo- 
tides par I'intermediaire de bras de liaison compatibles avec la synthese automatique. Les bras utilises dans la presente 
invention et donnes ici k titre d'exemple sont decrits dans le tableau 1. 

[0047] Le bras phosphoramidite reference 1 est additionne a I'extremite 5' de ('oligonucleotide selon le protocole 
standard de la synthese automatique. La fonction reactive se trouve a I'extremite 5' de I'oligonucleotide. 
[0048] Dans le cas du compose portant la reference 2, la fonction reactive est portee par la base thymine sur la 
position 5. Ce compose peut etre introduit a n'importe quelle position de I'oligonucleotide a I'exception de I'extremite 3'. 
45 [0049] Dans le cas du compose portant la reference 3 : la synthese automatique demarre par la silice greffee par le 
bras selon le protocole standard. La fonction reactive se trouve a I'extremite 3' de I'oligonucleotide. 
[0050] Apres deprotection une nuit a 55°C dans NH 4 OH 33 %, suivie d'une precipitation dans de I'ethanol a -20°C, 
les oligonucleotides sont seches sous vide et repris dans 1 ml d'eau. 

[0051] Dans tous les cas, les oligonucleotides modifies sont purifies par chromatographie liquide haute pression 
50 (CLHP) en phase inverse sur une colonne Brownlee RP18 (10 mm - 25 cm). 

Conditions : 

[0052] Debit 4,6 ml/min, 

55 

Gradient : 10 % a 35 % de tampon B en 30 min, 
35 % k 100 % de tampon B en 3 min. 
Les caracteristiques des tampons A et B sont les suivantes : 
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Tampon A : 0.1 molaire Triethylammoniumacetate (TEAA) pH = 7,00. 
Tampon B : 50 % Tampon A + 50 % CH3CN. 



N* 



TABLEAU 1 



Formule 



Fournisseur 



R6f. 



O /OCHj 

II / 

CF 3 -CNHCCH 2 ) 6 -OP 

NN(IsoPr) 2 



Applied Biosystems 



400808 




0(CH 2 ) 2 -CN 



■NflsoPrk 



GlenResearch 



O 

II 



NH(CH 2 ) 6 -NHCCF 3 



101039 



Clontech Lab Inc 



5221-1 



CH 2 NHFmoc 



CPG-LCAA-0-CH-CH 2 -OD MTr 



DMTr = dimethoxytrityle 

Fmoc = fluorenyl-9-methoxycarbonyle 

CPG = billes de verre a porosite controlee 

LCAA = longue chaine alkyle amine (bras espaceur) 

Les oligonucleotides modifies par les bras du tableau 1 et utilises dans la presente invention sont decrits dans le 
tableau 2. 



EP 0 655 136 B1 



TABLEAU 2 



s 


Num6ro usucl dc 




Nucleotide 


Tr 




1'oligonucleotide 


SEQIDN* 


(*) 


(**) 


10 


57 


1 


beta 


19,54 




319 


2 


beta 


18,45 


IS 


1257 


3 


beta 


19,85 




196 


4 


alpha 


23,21 


20 


1803 


5 


alpha 


20,04 



SEQIDN* 1: 

ACTAAAAACT AGTAATGCAA AG 22 

25 SEQIDN* 2: 

ATGTCACGAG CAATTAAGCX5 20 

SEQIDN* 3: 

30 ACTAAAAACT AGNAATGCAA AG. 22 

SEQIDN* 4: 

ACCCCGAGAT TTACGTTATG T 21 

SEQIDN* 5: 

TTTITITTTrTTTITTTTTT 20 



(*) les nucleotides beta sont les nucleotides naturels (la liaison glycosidique est sous la 
40 forme anomdrique beta). Concemam les nucleotides alpha, la liaison glycosidique est sous 
la forme anomerique alpha. Les oligonucleotides contenant les nucleotides alpha ont 616 
prepares selon la technique decrite dans la demande de brevet PCT WO 88/04 301. 



so 



ss 
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(**) Tr icprcscnte le temps de retention en minutes (min) de l'oligonucleotide dans les 
conditions suivantes : 

Colonne Brownlee RP18 (4,6 mm - 25 cm). 
Conditions : d6bit 1 mlAnin, 
Gradient : 10 % a 35 % de tampon B en 30 mn f 
35 % k 100 % de tampon B en 3 mn. 
Les caract^ristiques des tampons A et B sont les suivantes : 
Tampon A : 0,1 molaire Tri6thylammoniumac6tate (TEAA) pH = 7,00. 
Tampon B : 50 % Tampon A + 50% CH3CN. 

Couplaqe d'un haptene sur un oligonucleotide : 

[0053] Les haptenes utilises dans la presente invention et donnes ici a titre d'exemple sont decrits dans le tableau 3. 



TABLEAU 3 





HAPTENE a DOSER 


HAPTENE ACTIVE UTILISE LE 
COUPLAGE 


FOURNISSEUR 


REFERENCE 


25 


ESTRADIOL 


ESTRADIOL- 

6-CARBOXYMETHOXI ME-N- 

HYDROXYSUCCINIMIDE 

ESTER 


BOEHRINGER MANNHEIM 


05.21041 


30 


TETRAIODO-THYRONINE T4 


N-BOC-THYROXINE-N- 

HYDROXY-SUCCINIMIDE 

ESTER 


BOEHRINGER MANNHEIM 


05.21003 


35 


TRIIODOTHYRONINE T3 


N-BOC- 

TRIIODOTHYRONINE-N- 
HYDROXYSUCCINIMIDE 
ESTER 


BOEHRINGER MANNHEIM 


05.21002 


AO 


TESTOSTERONE 


TESTOSTERONE- 
19-HEM1SUCCINATE-N- 
HYDROXYSUCCINIMIDE 
ESTER (*) 


BIOMERIEUX 


/ 



(*) Derive de la 19-hydroxy testosterone. 



[0054] L'haptene testosterone, fourni par BIOMERIEUX, est prepare selon la methode decrite dans J. Steroid Bio- 
chem., 23(6a), pages 981-989, 1985 par A. WHITE et collaborateurs. 

45 [0055] 50 nmoles d'oligonucleotides sont sechees au speed vac et repris dans 20 uJ de tampon borate de sodium 
0,1 M, pH 9,3. 300 |xi d'une solutbn d'haptene active (5 mg/ml dans le DMF) sont ajoutes goutte a goutte puis laisses 
sous agitation 3 heures a 50°C. Apres centrifugation, le surnageant separe, le precipite resultant de la centrifugation 
repris dans 100 \i\ d'eau puis additionne au surnageant. Le melange est traite avec 250 (J d'acetate d'ammonium 3M 
pH 5,2 puis 5 ml d'ethanol froid (-20°C). Apres 30 minutes a-80°C et centrifugation, le culot est repris dans 500 \i\ d'eau. 

so [0056] Le conjugue oligonucleotide-haptene est purifie par CLHP dans les conditions suivantes : 
Colonne BECKMAN ODS (10 mm- 25 cm). 

Conditions : debit 4,6 ml/min, 
Gradient : 20 % a 30 % de tampon B en 10 min, 
55 30 % a 70 % de tampon B en 20 min. 

Les caracteristiques des tampons A et B sont les suivantes : 
Tampon A : 0 : 1 molaire Triethylammoniumacetate (TEAA) pH = 7,00. 
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Tampon B : 50 % Tampon A + 50 % CH 3 CN. 

[0057] Le pic correspondant au couplage est seche au speed vac puis repris dans 500 pi d'eau. 
[0058] Les differents conjugu6s oligonucleotide-haptene prepares dans !a presente invention sont resumes dans le 
5 tableau 4. 



TABLEAU 4 



Conjugue oligonucleotide-haptene 


Oligonucleotide 


HapteneO 


TrD 


A 


57 


ESTRADIOL 


16,18 


B 


57 


T3 


27,44 


C 


57 


T4 


25,79 


D 


57 


TESTOSTERONE 


27,96 (a) 


E 


319 


ESTRADIOL 


14,50 


F 


1257 


T4 


22,71 


G 


196 


ESTRADIOL 


15,65 


H 


1803 


ESTRADIOL 


15,45 



(*) voir le tableau 3 pour [a fonmule exacte de I 'h apt en e utilise pour le couplage. 

(**) Tr est le temps de retention du produit purifie dans les conditions suivantes : Colonne Brownlee RP 300 (4.6 mm x 100 mm). 



Debit: 1,0 ml/min. 

25 Gradient : 20 % a 30 % de tampon B en 1 0 min, 
30 % a 70 % de tampon B en 20 min. 

(a) pour le conjugue D le gradient est de 10 a 40% de B en 30 min. 
[0059] Les caracteristiques des tampons A et B sont les suivantes ; 

30 

Tampon A : 0.1 molaire Triethylammoniumacetate (TEAA) pH = 7,00. 
Tampon B : 50 % Tampon A + 50 % CH 3 CN. 

EXEMPLE 2 ; Utilisation d'un conjugue oligonucleotide-estradiol immobilise par adsorption directe sur un support so- 
35 Hde, pour la determination d'estradiol par technique immunoenzymatique de type competition. 

[0060] Un anticorps monoclonal anti-estradiol (BIOMERIEUX ret. 10G6E9H4C1 D6) obtenu par la technique classi- 
que decrite par G. Kohler et C. Milstein (Nature 256. 495-497 (1975)) purifie a partir de liquides d'ascites par chroma- 
tographie de type echangeuse d'ions ABx (Baker-72 69 00), puis conjugue a de la peroxydase (commercialisee par 

40 la societe FORDRAS) selon la technique decrite en 1974 par Nakane P.K. et Kawoi A. (J. Histochem. Cytochem, 22 : 
1084) est utilise a une concentration detenminee non saturante etablie k partir d'une courbe de titrage. La courbe de 
titrage est obtenue comme suit : dans les puits d'une plaque de polystyrene Maxisorb NUNC (commercialisee par la 
societe Polylabo Paul Block sous la reference 4-39454), on immobilise le conjugue A obtenu comme decrit dans I'exem- 
ple 1 h raison de 1 00 uJ par cupule et a une concentration de 0, 1 5 u.M dans du tampon PBS x 3 (NaCI 0,45 M ; phosphate 

45 de sodium 0,15 M ; pH 7,0). Cette plaque est incubee une nuit a 22°C ou une heure a une temperature de 37*0. La 
plaque est lavee trois fois par 300 uJ de tampon PBS-Tween 0,05 % (NaCI 0,15 M; phosphate de sodium 0,05 M ; pH 
7,0 ; Tween 20 a une concentration finale de 0,05 % (Tween : nom commercial)). Les sites dans la plaque non occupes 
par le conjugue oligonucleotide-haptene A sont satures par ('addition de 100 uJ d'une solution de PBS-lait a 1 % en 
concentration finale (NaCI 0,15 M; phosphate de sodium 0,05 M ; pH 7,0 ; lait ecreme Regilatt 1 %). La plaque est 

so incubee pendant une heure a 37°C : puis rincee 3 fois par 300 u.l de tampon PBS-Tween 0,05 %. Dans chaque puits 
de la plaque sont ajoutes 100 uJ de dilutions successives de I'anticorps anti-estradiol marque en tampon PBS, et 
incubes pendant 15 minutes sous agitation a 22°C. La plaque est rincee trois fois avec du tampon PBS-Tween 0,05 
%, puis une fois avec de I'eau distillee. 100 uJ de substrat OPD (Ortho-Phenylene-Diamine, commercialise par la 
societe Cambridge Medical Biotechnology sous la reference 456) a la concentration de 4 mg/ml dans un tampon OPD 

55 (acide citrique 0,05 M ; NaH 2 P0 4 0,1 M ; pH 4,93) auquel est ajoute extemporanement H 2 0 2 a 30 volumes dilue au 
1/1000, sont introduits dans les puits de la plaque. La reaction enzymatique est bloquee par addition de 100 uJ d'H 2 S0 4 
1 N apres une incubation de 30 minutes a 37 D C. La lecture est effectuee a 492 nm sur un lecteur Biowhittaker Microplate 
Reader 2001. La courbe de titrage obtenue est representee a la figure 1 ; chaque point represente la moyenne de 
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deux valeurs moins ia valeur de la fixation non specifique. A partir de cette courbe de titrage, Panticorps anti-estradiol 
marque, qui sera utilise ulterieurement, est choisi a une dilution determinee correspondant k une activite enzymatique 
non saturante, telle que donnant une DO. de 1 ,5 k 492 nm. 

[0061] La determination de la molecule d'estradiol k doser est effectuee selon !e meme protocole que decrit prece- 
demment, k I'exception de Petape d'addition de Panticorps anti-estradiol marque. A cette etape, 50 uJ d'anticorps anti- 
estradbl a la dilution precedemment determinee sont prealablement melanges a 50 jjJ d'une solution choisie parmi 
les solutions a concentration croissante d'estradiol. Les resultats sont representes dans le tableau 5 ci-apres. 

TABLEAU 5 



Concentration d'estradiol pg/ml (*) 


D.O,492nm (**) 


0 


1,441 


0,1 


1,379 


1 


1,416 


10 


1,254 


100 


0,274 


1000 


0,019 



10 



15 



20 * Les echantillons con tenant les diffe rentes concentrations d'estradiol sont prepares par addition de quantrtes connues d'estradiol (17 beta estradiol 
cornmerciaJisee par la societe Sigma sous la reference E 1631 ) dans du tampon PBS. 

** Cfraquc poirit represents la O.O. rr. cyer.ne de deux vsJeurs moin* valeur de la fixation non specifique (lecture 492 nm). 

[0062] Les resultats de la gamme cfetatonnage presentes dans le tableau 5 montrent une bonne inhibition de la 
2S fixation de Panticorps marque lorsque la concentration en estradiol augmente. 

EXEMPLE 3 ; Utilisation d'un conjupue oligonucleotide-testosterone immobilise par adsorption directe sur un support 
soiide, pour la determination de testosterone par technique immunoenzymatique de type competition. 

30 [0063] Un serum polyclonal de lapin anti-testosterone (commercialise par la societe Biospacific sous la reference 
052B4089) est utilise k une concentration determinee non saturante etablie a partir d'une courbe de titrage. La courbe 
de titrage est obtenue comme suit : 

[0064] Dans les puits d'une plaque de polystyrene Maxisorb NUNC (cornmercialisee par la societe Polylabo Paul 
Block sous la reference 4-39454) est immobilise le conjugue oligonucleotide-haptene D obtenu comme decrit dans 

35 I'exemple 1 a raison de 100 uJ par cupule et a une concentration de 0,1 5 (iM dans du tampon PBS x 3 (NaCI 0,45 M ; 
Phosphate de sodium 0,15 M ; pH 7,0). Cette plaque est incubee une nuit a 22°C ou une heure a une temperature de 
37°C. La plaque est lavee trois fois par 300 \i\ de tampon PBS-Tween 0,05 % (NaCI 0,15 M ; phosphate de sodium 
0,05 M; pH 7,0 ; Tween 20 a une concentration finale de 0,05 % (Tween : nom commercial)). Les sites dans la plaque 
non occupes par le conjugue oligonucleotide-haptene D sont satures par I'addition de 100 jil d'une solution de PBS- 

40 lait a 1 % en concentration finale (NaCI 0,15 M ; phosphate de sodium 0,05 M ; pH 7,0 ; lait ecreme Regilait 1 %). La 
plaque est incubee pendant une heure a 37° C, puis rincee 3 fois par 300 |il de tampon PBS-Tween 0,05 %. Dans 
chaque puits de la plaque sont ajoutes 100 uJ de dilutions successives de serum de lapin anti-testosterone en tampon 
PBS, et incubes pendant 15 minutes sous agitation a 22°C. La plaque est rincee trois fois par 300 uJ de tampon PBS- 
Tween 0,05 %, puis 100 uJ d'un anticorps polyclonal de chevre anti-Fc d'lgG de lapin marque a la phosphatase alcaline 

45 (commercialise par la societe Jackson Immunoresearch Laboratories sous la reference 111-055-046) dilue au 1/1000 
en tampon PBS sont incorpores dans les puits de la plaque. Cette demiere est incubee pendant une heure a 37°C, 
puis est rincee trois fois avec du tampon PBS-Tween 0,05 %, puis une fois avec de I'eau distillee. 100 uJ de substrat 
PNPP (paranitrophenyl-phosphate commercialise par la societe Sigma sous la reference 104-O) a la concentration 
de 2 mg/ml dans du tampon diethanolamine-HCI (diethanolamine 1,29 M ; MgS0 4 0,56 mM ; NaN 3 0,38 mM ; HCI 

so 0,012 N ; pH 9,8), sont ajoutes dans les puits de la plaque. La reaction enzymatique est bloquee par addition de 100 
uJ de NaOH 1 N apres une incubation de 30 minutes a 37°C. La lecture est effectuee a 405 nm sur un lecteur Biowhit- 
taker Microplate Reader 2001 . La courbe de titrage obtenue est representee a la figure 2 ; chaque point represente la 
moyenne de deux valeurs moins la valeur de la fixation non specifique. A partir de cette courbe de titrage, I'anticorps 
anti-testosterone qui sera utilise ulterieurement, est choisi a une dilution determinee correspondant a une activite 

55 enzymatique non saturante, telle qu'une D.O. de 1 ,5 a 405 nm. 

[0065] La determination de la molecule de testosterone a doser est effectuee selon le meme protocole que decrit 
precedemment, a I'exception de Tetape d'addition de ranticorps anti-testosterone. A cette etape, 50 uJ d'anticorps anti- 
testosterone a la dilution precedemment determinee sont prealablement melanges a 50 uJ d'une solution choisie parmi 
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des solutions a concentration croissante de testosterone. Les resultats sont represents dans le tableau 6 ci-apres. 

TABLEAU 6 



Concentration de Testosterone pg/ml {*) 


D.O, 405 nm (") 


0 


2,607 


10 


2,392 


100 


1,293 


1000 


0,467 


10000 


0,203 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



* Les echantiflons contenant les dffe rentes concentrations de Testosterone sont prepares par addition de quantites connues de Testosterone (4-an- 

drostene-3-one-l7-ol commerciafisee par la societe Sigma sous la reference T 1 500) dans du tampon PBS. 

** Chaque point represente la D.O. moyenne de deux valeurs rnoins la valeur de la fixation non specifique (lecture 405 nm). 

[0066] Les resultats de la gamme d'etabnnage presentes dans le tableau 6 montrent une bonne inhibition de la 
fixation de l'anticorps specifique lorsque la concentration en testosterone augmente. 

EXEMPLE 4 : Utilisatbn d'un conjugue oligonucleotide-estradiol immobilise par I'intermed'taire d'un oligonucleotide 
complementaire sur un support solide pour la determination d'estradiol par technigue immunoenzymatique de type 
QQjj]p^tition 



[0067] L'anticorps monoclonal anti-estradiol utilise est identique a celui decrit dans I'exemple 2 (BIOMERIEUX ret. 
10G6E9H4C1D6). 

[0068] La courbe de titration est obtenue conformement au protocole decrit dans I'exemple 2, a I'exception de la 
premiere etape qui se deroule comme suit : 

[0069] Dans les puits d'une plaque de microtitration Maxisorb NUNC, est immobilise un oligonucleotide d'une se- 
quence complementaire de la sequence nucleotidique de ['oligonucleotide 57 (sequence I D N°1 ) decrit dans I'exemple 
1 a raison de 100 |il par cupule et a une concentration finale de 0,75 \M dans un tampon PBS x 3. Les plaques sont 
incubees une nurt a 22°C ou une heure a une temperature de 37°C. La plaque est lavee 3 fois par 300 jjl) de tampon 
PBS-Tween 0,05 %. Les sites de la plaque non occupes par cet oligonucleotide sont satures par ('addition de 100 \i\ 
d'une solution de PBS-lart de concentration finale 1 %. La plaque est incubee 1 heure a 37°C, puis rincee 3 fois par 
300 ^l de tampon PBS-Tween 0,05 %. Dans chaque puits sont ajoutes 100 pj du conjugue oligonucleotide-hapten e A 
obtenu comme decrit dans I'exemple 1 a une concentration de 0, 1 5 ^M, soit dans du tampon PBS 3 X, soit dans du 
tampon PEG (NaH 2 P0 4 /Na 2 HP0 4 0, 1 M ; NaCI 0,5 M ; pH 7,0, Tween 20 : 0,05 % ; ADN de sperme de saumon 0,14 
mg/ml ; PEG 4000 2 %) pendant 1 heure a 37°C. La plaque est lavee 3 fois par 300 jil de tampon PBS-Tween 0,05 %. 
[0070] Le reste de I'experimentation se deroule conformement au protocole decrit dans I'exemple 2. 
[0071] Les courbes de titration obtenues sont respectivement representees dans les figures 3 (tampon PBS 3X) et 
4 (tampon PEG). L'anticorps marque, qui sera utilise utterieurement, est choisi a une dilution determinee correspondant 
a une activite enzymatique non saturante, telle que donnant une D.O. de 1,5 lue a 492 nm. 

[0072] La determination de la molecule d'estradiol a doser est effectuee selon les modalites decrites dans I'exemple 2. 
[0073] Les resultats obtenus sont presentes respectivement dans les tableaux 7 (tampon PBS 3X) et 8 (tampon 
PEG) ci-apres. 

TABLEAU 7 



55 



Concentration d'estradiol pg/ml (*) 


D.O. 492 nm (**) 


0 


1,875 


0,1 


1,815 


1 


1,823 


10 


1,428 


100 


0,391 


1000 


0,053 
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TABLEAU 8 



Concentration d'estradiol pg/ml (*) 


D O. 492 nm (**) 


0 


1,859 


0,1 


1,827 


1 


1,730 


10 


1,512 


100 


0,362 


1000 


0,058 



* Les echantillons contenant les differentes concentrations d'estradtoi sont prepares par addition de quantites connues d'estradiol (1 7 beta estradiol 
commerctaltsee par la soctete Sigma sous la reference E 1631) dans du tampon PBS. 

** Chaque point represente la D.O. moyenne de deux valeurs moins la valeur de la fixation non sped fi que (lecture 492 nm). 



[0074] Les resultats des gammes d'etalonnage presents dans les tableaux 7 et 8 montrent une bonne inhibition de 
la fixation de Panticorps marque brsque la concentration en estradbl augmente. 

EXEMPLE 5 ; Utilisation d'un conjucjue oligonucleotide-estradiol immobilise* par I'intermediaire d'un anticorps mono- 
clonal anti-oliQon u cleotide sur un support solid e, pour la determination d'estradiol par technique immunoenzymatipue 
de type competition. 

[0075] L'anticorps monoclonal anti -estradiol utilise est identique a celui decrit dans I'exemple 2 (BIOMERIEUX ref. 
10G6E9H4C1D6). 

[0076] La courbe de titration est obtenue conformement au protocole decrit dans I'exemple 2, a I'exception de la 
premiere etape qui se deroule comme suit : Un anticorps monoclonal anti-oligonucleotide (BIOMERIEUX reference 
3H11 H10) obtenu par la technique classique decrite par G. Kohler et C. Milstein et purifie a partir de liquides d'ascites, 
par chromatographie de type echange d'ions ABx (Baker - 72 6900), est immobilise dans une plaque de microtitration 
Maxisorb NUNC a raison de 1 00 uJ par puits a une concentration de 1 0|ig par ml, dans du tampon bicarbonate (NaHC0 3 
0,05 M ; pH 9,6). La plaque est incubee pendant une nuit a 22°C ou bien 1 heure a 37 9 C. 

[0077] La plaque est lavee trois fois par 300 uJ de tampon PBS-Tween 0,05 % [NaCI 0,15 M ; phosphate de sodium 
0,05 M ; pH 7,0 ; Tween 20 a une concentration finale de 0,05 % (Tween : nom commercial)]. Les sites dans la plaque 
non occupes par l'anticorps monoclonal antioligonucleotide sont satures par ('addition de 100 |il d'une solution de 
PBS-lait de concentration finale 1% (NaCI 0,15 M ; phosphate de sodium 0,05 M ; pH 7,0 ; lait ecreme Regilait 1 %). 
La plaque est incubee pendant une heure a. 37°C, puis rincee 3 fois par 300 |jJ de tampon PBS-Tween 0,05 %. 
[0078] Dans chaque puits sont additionnes 1 00 uJ du conjugue oligonucleotide-haptene G comme decrit dans I'exem- 
ple 1 k une concentration de 0,15 ^tM dans du tampon PBS, pendant 1 heure a 37°C. La plaque est lavee 3 fois par 
300 |il de tampon PBS-Tween 0,05 %. 

[0079] Le reste de ('experimentation se deroule conformement au protocole decrit dans Texemple 2. 
[0080] La courbe de titrage obtenue est representee dans la figure 5 annexee. L'anticorps marque, qui sera utilise 
ulterieurement, est choisi a une dilution determinee correspondant a une activite enzymatique non saturante, telle que 
donnant une D.O. de 1,5 a 492 nm. 

[0081] La determination de la molecule d'estradiol a doser est effectuee selon les modalites decrites dans I'exemple 2. 
[0082] Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 9 ci-apres. 



TABLEAU 9 



Concentration d'estradiol pg/ml (*) 


D.O. 492 nm (**) 


0 


2,084 


0,1 


2,028 


1 


2,061 


10 


1,810 



* Les echantillons contenant les differentes concentrations d'estradiol sont prepares par addition de quantites connues d'estradiol (1 7 beta estradbl 
commercialisee par la soctete Sigma sous la reference E 1 631 ) dans du tampon PBS. 

** Chaque point represente la D.O. moyenne de deux valeurs moins la valeur de la fixation non specifique (lecture 492 nm). 
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TABLEAU 9 (suite) 



Concentration d'estradiol pg/ml (*) 


D.O. 492 nm (**) 


100 


0,452 


1000 


0,056 



10 



IS 



20 



25 



' Les echanti lions con tenant fes diffe rentes concentrations cf estradiol sont prepares par addition de quanthes connues d'estradiol (1 7 beta estradiol 
commercialisee par la societe Sigma sous la reference E 1 631 ) dans du tampon PBS. 

** Chaque poht represente la D.O. moyenne de deux valeurs moins la valeur de la fixation non specifique (lecture 492 nm). 

[0083] Les resultats de la gamme cfetalonnage presentes dans le tableau 9 montrent une bonne inhibition de la 
fixation de I'anticorps marque lorsque la concentration en estradiol augmente. 

EXEMPLE 6 ; Utilisation d'un conjugue oligonucleotide-estradiol immobilise par I'intermediaire d'un anticorps mono- 
clonal antioligonucleotide sur un support solide, pour la determination d'estradiol par technique immunoenzymatigue 
de type competition. 

[0084] Les conditions experimentales sont identiques a celles decrites dans I'exemple 5, k I'exception de Tutiiisation 
du conjugue oligonucleotide-haptene H et d'un anticorps dirige contre ('oligonucleotide 1803 (BIO MERIEUX Ref. 
3H11H10). 

[0085] La courbe de titrage obtenue est representee dans la figure 6 annexee. L'anticorps marque, qui sera utilise 
ulterieurement, est choisi a une dilution deterrr.incc correspondant a une activite enzymatique non saturante, telle que 
donnant une D.O. de 1 ,5 a 492 nm. 

[0086] La determination de la molecule d'estradiol a doser est effectuee selon lesmodalites decrites dans I'exemple 2. 
[0087] Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 10 ci-apres. 

TABLEAU 10 



Concentration d'estradiol pg/ml (*) 


D.O. 492 nm (**) 


0 


0,973 


1 


0,934 


10 


0 : 628 


100 


0,110 


1000 


0,017 



30 



35 



* Les echanti I ions contenant les differentes concentrations d'estradiol sont prepares par addition de quantites connues d'estradiol (17-beta -estradiol 
commercialisee par la societe Sigma sous la reference E 1631) dans du tampon PBS. 

** Chaque point represente la D.O. moyenne de deux valeurs moins la valeur de la fixation non specifique (lecture 492 nm). 

40 [0088] Les resultats de la gamme d'etalonnage presentes dans le tableau 10 montrent une bonne inhibition de la 
fixation de l'anticorps marque lorsque la concentration en estradiol augmente. 

LISTE DES SEQUENCES 

45 [0089] 

SEQ ID N° 1: 



ACTAAAAACT AGTAATGCAA AG 

Longueur: 22 
Type : acide nucleique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lineaire 
Source : synthese chimique 

Caracteristique additionnelle : bras alkylamine (produit reference 1 dans le tableau 1) a Textremit^ 5* 
Nom cf usage : 57 
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SEQ ID N° 2 : 

ATGTCACGAG CAATTAAGCG 

5 

Longueur 20 
Type : acide nucleique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lineaire 
to Source : synthese chimique 

Caracteristique additionnelle : bras derive d'aminopropanediol (produit reference 3 dans le tableau 1 ) a I'extremite 
3'. 

Nom d'usage : 319 
« SEQ ID N° 3 : 

ACTAAAAACT AGNAATGCAA AG 

20 Longueur : 22 

Type : acide nucieique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lineaire 
Source : synthese chimique 

25 Caracteristique additionnelle : N represente un nucleoside thymidine (produit reference 2 dans le tableau 1 ) ayant 

un bras alkylamine en position 5. 
Nom d'usage : 1257 

SEQ ID N" 4 : 

30 

ACCCCG AGAT TTACGTTATG T 

Longueur : 21 
35 Type ; acide nucleique 

Nombre de brins :simple 
Configuration : lineaire 
Source : synthese chimique 

Caracteristiques additionnelles : est constitue de nucleosides d'anomerie alpha et porte un bras alkylamine (produit 
40 reference 1 dans le tableau 1 ) a I'extremite 5'. 

Nom d'usage : 1 96 

SEQ ID N° 5 : 

45 ITirmTlT 1111111 in 

Longueur: 20 
Type : acide nucleique 
so Nombre de brins : simple 

Configuration : lineaire 
Source : synthese chimique 

Caracteristique additionnelle : est constitue de nucleosides d'anomerie alpha et porte un bras derive d'amino- 
propanediol (produit reference 3 dans le tableau 1 ) a I'extremite 3'. 
55 Nom cfusage : 1803 
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Revendications 

1. Dispositif pour le dosage d'un haptene ou d'anticorps anti-haptene, comprenant un support solide et un reactif lie 
de facon covalente a un ligand pour former un conjugue penmettant d*immobiliser ledit reactif sur ledit support 

5 solide par I'intermediaire dudit ligand, ledit reactif etant reconnu par des anticorps capables de reconnaitre ledit 

haptene, caracterise par le fait que ledit ligand est un fragment d'acide nucleique. 

2. Dispositif selon la revendication 1 , caracterise par le fait que ledit conjugue est immobilise par adsorption passive 
dudit fragment sur le support solide. 

10 

3. Dispositif selon la revendication 1 , caracterise par le fait que ledit conjugue est immobilise par couplage covalent 
dudit fragment sur le support solide. 

4. Dispositif selon la revendication 1 , caracterise par le fait que ledit conjugue est immobilise sur le support solide 
is par hybridation avec un second fragment d'acide nucleique capable de s'hybrider avec ledit fragment d'acide 

nucleique dudit conjugue, ledit second fragment d'acide nucleique etant immobilise sur le support. 

5. Dispositif selon la revendication 1 1 caracterise par le fait que ledit conjugue est immobilise sur le support par 
I'intermediaire d'un anticorps ou d'un fragment d'anticorps dirige contre ledit fragment d'acide nucleique dudit con- 

20 jugue, ledit anticorps Stant immobilise sur ledit support solide. 

6. Dispositif selon la revendication 1 , caracterise par le fait qu'il comprend une proteine immobilisee sur le support, 
ladite proteine etant capable de se lier avec ledit fragment. 

2S 7. Dispositif selon Pune quelconque des revendications precedent es, caracterise par le fait que le fragment d'acide 
nucleique est choisi parmi un fragment d'ADN, un fragment d'ARN, et un fragment d'ADN ou cfARN modifie. 

8. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise par le fait que ledit fragment d'acide nucleique est un 
desoxyribonucleotide, un ribonucleotide, un desoxyribonucleoside ou un ribonucleoside. 

30 

9. Dispositif selon la revendication 1, caracterise par le fait que le fragment d'acide nucleique est un oiigodesoxyri- 
bonucleotide ou un oligoribonucleotide de longueur comprise entre 2 et 100 nucleotides et en particulier entre 10 
et 50 nucleotides. 

35 10. Procede de dosage d'un haptene dans un echantillon liquide, caracterise par le fait : 

que Ton ajoute audit echantillon une quantite predetermined d'anticorps capables de reconnaitre ledit 
haptene ; 

que Ton met en contact I'echantillon avec le dispositif tel que defini dans I'une quelconque des revendications 
40 precedentes ; 

que Ton evalue la quantite d'anticorps fixe sur le support solide ; 

et que Ton en dedurt, selon les methodes connues, la quantite d'haptene presente dans I'echantillon. 
45 Patentanspruche 

1 . Vorrichtung zur Bestimmung der Dosis eines Haptens oder Antihapten-Antikorpers, umfassend einen festen Trager 
und ein Reagenz, welches kovalent mit einem Liganden zur Bildung eines Konjugats verbunden ist, das die Im- 
mobilisierung des Reagenzes auf dem festen Trager fiber Vermittlung des Liganden gestattet, wobei das Reagenz 

so von den Antikorpern erkannt wird ; die das Hapten erkennen konnen, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 

dem Liganden um ein Nukleinsaurefragment handelt. 

2. Vorrichtung gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daG das Konjugat mittels passiver Adsorption des Frag- 
ments auf dem festen Trager immobilisiert ist. 

55 

3. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Konjugat fiber kovalente Kupplung des Frag- 
ments auf dem festen Trager immobilisiert ist. 
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4. Vorrichtung gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB das Konjugat aut dem festen Trager uber Hybridi- 
sierung mit einem zweiten Nucleinsaurefragment immobilisiert ist, welches mit dem konjugierten Nucleinsaure- 
fragment hybridisieren kann, wobei das zweite Nucleinsaurefragment auf dem Trager immobilisiert ist. 

5 5. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Konjugat auf dem Trager uber Venmittlung 
eines Antikorpers Oder eines Antikorperfragments immobilisiert ist, welcher bzw. welches gegen das konjugierte 
Nucleinsaurefragment gerichtet ist, wobei dieser Antikorper auf dem festen Trager immobilisiert ist. 

6. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein auf dem Trager immobilisiertes Protein 
10 aufweist, wobei das Protein an das Fragment binden kann. 

7. Vorrichtung gemaB einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das Nucleinsaurefragment 
ausgewahlt ist unter einem DNS-Fragment, einem RNS-Fragment und einem modfizierten DNS- oder RNS-Frag- 
ment. 

75 

8. Vorrichtung gemaB dem vorstehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB das Nucleinsaurefragment ein 
Desoxyribonucleotid, ein Ribonucleotid, ein Desoxyribonucleosid oder ein Ribonucleosid ist 

9. Vorrichtung gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Nucleinsaurefragment ein Oligodesoxiribonu- 
20 cleotid oder ein Oligoribonucleotid mit einer Lange zwischen 2 und 100 Nucleotiden und insbesondere zwischen 

10 und 50 Nucieoliden darstellt. 

10. Verfahren zur Bestimmung der Dosis eines Haptens in einer flussigen Probe, dadurch gekennzeichnet, daB man 

25 - der Probe eine vorbestimmte Menge eines Antikorpers zusetzt, der das Hapten erkennen kann; 

die Probe mit einer Vorrichtung, definiert gemaB einem der vorstehenden Anspruche, in Kontakt bringt; 

die auf dem festen Trager fixierte Menge des Antikorpers bestimmt und 

gemaB bekannter Verfahren die in der Probe vorhandene Menge an Hapten ableitet. 

30 

Claims 

1 . Hapten or anti-hapten antibody assay device comprising a solid support and a reagent covalently linked to a ligand 
to form a conjugate which makes it possible to immobilize the said reagent onto the said solid support by means 

35 of the said ligand, the said reagent being recognized by antibodies capable of recognizing the said hapten, char- 

acterized by the fact that the said ligand is a nucleic acid fragment. 

2. Device according to Claim 1 , characterized by the fact that the said conjugate is immobilized by passive adsorption 
of the said fragment onto the solid support. 

AO 

3. Device according to Claim 1 , characterized by the fact that the said conjugate is immobilized by covalent coupling 
of the said fragment onto the solid support. 

4. Device according to Claim 1 , characterized by the fact that the said conjugate is immobilized onto the solid support 
45 by hybridization with a second nucleic acid fragment capable of hybridizing with the said nucleic acid fragment of 

the said conjugate, the said second nucleic acid fragment being immobilized on the support. 

5. Device according to Claim 1 , characterized by the fact that the said conjugate is immobilized on the support by 
means of an antibody or an antibody fragment directed against the said nucleic acid fragment of the said conjugate, 

so the said antibody being immobilized on the said solid support. 

6. Device according to Claim 1 , characterized by the fact that it comprises a protein immobilized on the support, the 
said protein being capable of binding with the said fragment. 

55 7. Device according to any one of the preceding claims, characterized by the fact that the nucleic acid fragment is 
chosen from a DN A fragment, an RNA fragment and a modified DNA or RNA fragment. 



8. 



Device according to the preceding claim, characterized by the fact that the said nucleic acid fragment is a deox- 
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yribonucleotide, a ribonucleotide, a deoxyribonucleoside or a ribonucleoside. 

9. Device according to Claim 7, characterized by the fact that the nucleic acid fragment is an oligodeoxyribonucleotide 
or an oligoribonucleotide with a length of between 2 and 100 nucleotides and in particular between 10 and 50 

s nucleotides. 

10. Process for assaying a hapten in a liquid sample characterized by the fact that: 

a predetermined quantity of antibodies capable of recognizing the said hapten is added to the said sample; 
10 - the sample is brought into contact with the device as defined in any one of the preceding claims; 

the quantity of antibody attached to the solid support is evaluated; 

and the quantity of hapten present in the sample is deduced therefrom according to known methods. 
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Figure 1 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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